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Beschreibung 

Die Erf indung betrifft ein Tragermaterial sowie seine Verwendung in einem Verfahren zur chromatogra- 
phischen Trennung von Nukleinsauren. 
5 Eine rasche und systematische Trennung und Isolierung von Nukleinsauren ist eine in zahlreichen Berei- 

chen der Biowissenschaften, insbesondereauf dem GebietderGentechnologie, anzutreffende Notwendigkeit. 
Dabei ist haufig die Isolierung einer einzigen Nukleinsaurespezies aus einem Gemisch von oft mehr als 100 
durchzufuhren. 

Die bekannten Chromatographteverfahren waren jedoch hinsichtlich der erreichbaren Auflosung und Ge- 

10 schwindigkeit der Trennung in die einzelnen Molekulspezies nicht befriedigend. 

In der US-A 4,029,583 wurde ein zur Trennung von Proteinen, Peptiden und Nukleinsauren geeignetes 
chromatographisches Tragermaterial aus Silikagel beschrieben, welches einen Hohlraumdurchmesser von bis 
zu 50 nm aufweist, und an das mittels eines Silanisierungsreagenzes eine stationare Phase mit Anionen- Oder 
Kationenaustauscher bildenden Gruppen gebunden ist, die mit den zu trennenden Substanzen in Wechsel- 

15 wirkung treten. Das silianisierte Silikagel wird mit Wasser in Beruhrung gebracht, wobei die Gefahr besteht, 
dad die stationare Phase polymerisiert und die Poren des Trager materials schlieRt. 

EP-A-02 76 133 betrifft das Packen von Chromatografiesaulen, die geeignet sind zur Trennung von 
Oligonukleotiden, enthaltend inerte, vorzugsweise porose Tragerteilchen, an die ein Silan gebunden ist, wel- 
ches eine schwachanionische Austauschgruppe in nachster Nahe zu wenigstens einer polaren nichtionischen 

20 Gruppe aufweist. Die TeilchengroGe dieser Teilchen, die ausgewahlt sind aus der Gruppe von Siliciumdioxid, 
Aluminiumoxiden und organischen Polymeren, wie vernetztes Polystyrol-Divinlbenzol-Harz, betragt 2 ^m bis 
30 jim. Als silanhaltige Verbindung wird vorzugsweise Gammaglycidylpropyltrimethoxysilan und als Mod if izie- 
rungsmittel ein Hydroxyalkylamin, vorzugsweise 2-Aminoethanol verwendet. 

GemafJ der WO 83/03 353, auf die spater das EP-B 0104 210 erteilt worden ist, konnen Nukleinsaurege- 

25 mische mit hoher Auflosung und bei hoher Durchsatzgeschwindigkeit in ihre Bestandteile aufgetrennt werden, 
wenn ein chromatograf isches Tragermaterial verwendet wird, bei dem der Durchmesser der Hohlraume das 
ein- bis zwanzigfache dergro&ten Abmessung der jeweils zu isolierenden Nukleinsaure oder dergro&ten Ab- 
messung der groftten aller im Gemisch enthaltenen Nukleinsauren betragt. Zur Herstellung des chromatogra- 
phischen Tragermaterials wird dieses zunachst mit einem Silanisierungsreagenz umgesetzt, welches eine f le- 

30 xible Kettengruppe aufweist, die ihrerseits wiederum durch Reaktion mit einem Anionen- oder Kationenaus- 
tauscher bildenden Reagenz zum fertigen Tragermaterial umgewandelt wird. 

Der vorliegenden Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, die chromatographische Trennung von biologi- 
schen Makromolekulen wie langkettigen Oligonukleotiden, hochmolekularen Nukleinsauren, t-RNS, 5SrRNS, 
16S/23SrRNS, einstrangiger DNS (z.B. M13), doppelstrangiger DNS (z.B. Plasmiden und Bruchstucken ge- 

35 nomischer DNS) mit gegenuber den Trennmoglichkeiten nach dem Stand der Technik verbesserter Auf losung 
bei hoher Durchsatzgeschwindigkeit zu ermoglichen. Die verwendeten Tragermaterialien sollen dabei in ei- 
nem weiten Temperaturbereich einsetzbar sein und eine hohe Beladbarkeit ermoglichen. Weiterhin sollen ho- 
ne Anforderungen an Druckbestandigkeit und damit lange Lebensdauer des Tragermaterials erfullt sein. Das 
Material soil zudem eine schnelle Gruppentrennung der Nukleinsauren ohne Verwendung aufwendiger und 

40 kostenintensiver Apparaturen wie Hochleistungsfiussigkeitschromatographieanlagen oder Ultrazentrifugen er- 
moglichen. 

Diese Aufgabe wird uberraschend durch die Bereitsstellung eines chromatographischen Tragermaterials 
gelost, dessen Hohlraume die ein bis zwanzigfache Gro&e der groBten Abmessung der jeweils zu isolierenden 
Nukleinsauren aufweisen, welches dadurch erhaltlich ist, daR ein Tragermaterial einer Hohlraumgrdfte von 10 

45 bis 1.000 nm, einer spezifischen OberflSche von 5 bis 800 m 2 /g und einer KorngroRe von 3 bis 500 urn mit 
einem Silanisierungsreagenz der allgemeinen Formel RiRaRaSiR* umgesetzt wird, wobei ein Alkoxirest mit 
1 bis 10 C-Atomen oder ein Halogenatom oder eine Dialkylaminogruppe mit Alkylresten mit 1 bis 6 C-Atomen 
ist R2 und R3 ein Kohlenwasserstoffrest mit 1 bis 10 C-Atomen oder ein Alkoxirest mit 1 bis 1 0 C-Atomen oder 
ein Halogenatom oder ein durch mindestens eine Oxa- oder Aminogruppe unterbrochene Alkylrest mit 4 bis 

so 20 C-Atomen ist, wobei dieser Rest auch ein- oder mehrfach durch Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Mono- 
alkylamino, Hydroxy oder Aryl substituiertsein kann und R^eine Kohlenwasserstoff kette mit 1 bis 20 C-Atomen 
oder ein durch mindestens eine Oxa- oder Aminogruppe unterbrochener Alkylrest ist, wobei dieser Rest ein- 
oder mehrfach mit Halogen, Cyan, Nitro, Amino, Monoalkylamino, Dialkylamino, Alkoxy, Hydroxy, Aryl und oder 
Epoxi substituiert sein kann, insbesondere 

55 
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0 

-CH2-CH2-CH2-O-CH2-CH-CH2, 

5 

und wobei die die Wechselwirkung mit der zu trennenden Substanz bewirkende flexible Kettengruppierung, 
die vorzugsweise eine Epoxigruppe tragt, anschlieRend durch Reaktion mit einem Hydroxialkylamin modif iziert 
wird. 

10 Erf indungsgemaU kann das Silanisierungsreagenz auch eine bereits mit einem primaren Oder sekundaren 

Hydroxialkylamin umgesetzte reaktive Gruppe aufweisen. 

Die Wahl des Hydroxialkylamins, wie Aminoethanol, Diethanolamin, N-Methylaminoethanol, 1,3-Amino- 

propanol, 1 ,4-Aminobutanol, usw., ermoglicht die Variation der Basizitat der lonenaustauschergruppe und da- 

mit eine Optimierung fur das jeweilige Trennproblem. 
15 Als Trager kommen Kieselgel, Aluminiumoxid, Titandioxid, poroses Glas Oder Harze in Betracht Die Grd&e 

der einzusetzenden Tragerpartikel liegt - entsprechend dem Erfordernis, dem FluR des Eluenten nur einen ge- 

ringen Widerstand entgegenzusetzen - vorzugsweise im Bereich von 50 bis 500 jim, weiter bevorzugt im Be- 

reich von 50-200 urn. 

Die nach dem Stand der Technik hauf ig verwendeten Diethylaminoethyl (DEAE)-Gruppierungen als An- 
20 ionenaustauschergruppen ermdglichen - aufgebracht auf makroporose Kieselgel partikel mit einem Durchmes- 
servon 100 bis 200 urn - nur einen relativ geringen Bereich fur die Elution einzelner Nukleinsaureklassen, wie 
z.B. Transfer- RNS, Messenger-RNS und einzel- oder doppelstrSngiger DNS. Mit 0,4 Mol/l (von 0.25M bis 
0.65M KC!) istdieser Bereich fur eine stufenweise Elution der Nukleinsaureklassen zu gering, wie sich ausdem 
nachfolgenden Beispie! ergibt. 
25 Die chemische Modifizierung durch Bindung von Hydroxialkylaminen auf dem Trager kann in ein- oder 

zweistuf iger Reaktion erfolgen. 

Bei einstufiger Reaktion wird der anorganische Trager mit einem Alkoxisilan, das die 
Hydroxialkylamingruppen bereits enthalt, umgesetzt. 

Bei der zweistuf igen Reaktion erfolgtzunachsteine Umsetzung des Tragers mit einem Alkoxi- oder Chlor- 
30 silan, welches reaktionsfahige Gruppen (z.B. Epoxigruppen, Halogenatome, u.s.w.) enthalt, und in nachfol- 
gender Reaktion wird das entsprechend der gewunschten Basizitat ausgewahlte Hydroxialkylamin eingefiihrt. 

Die Silanisierung mit Alkoxisilanen geschieht vorteilhaft mit Hilfe von Katalysatoren wie Aminen oder me- 
tallorganischen Verbindungen unter gemilderten Reaktionsbedingungen. 

Organische Trager mussen eine reaktionsfahige Gruppe, z.B. eine Epoxigruppe, enthalten, an der in nach- 
35 folgender Reaktion die Hydroxialkylamine gebunden werden. 

Das erfindungsgemaRe Tragermaterial eroffnet die MSglichkeit, ohne aufwendige technische Einrichtun- 
gen einzel ne Klassen biologischer Makromolekule wie Nukleinsauren unter Verwendung eines Stufengradien- 
ten aus einem komplexen Gemisch aufzureinigen. 

Beispielsweise gelingt es, mit mittels Aminoethanol modif iziertem makroporosem Kieselgel einer Partikel- 
40 groBe von 100 bis 200 urn, Nukleinsauregemische durch eine Salzkonzentrationserhohung im Etuenten urn 
ca. 1,0 Mol/l in verschiedene Gruppen aufzutrennen, wie es dem rechten Chromatogramm der Figur am Bei- 
spiel von tRNS (Peak 1), rRNS (Peak 2) und Bruchstucken genomischer DNS (Peak 3) gezeigt wird. 

Das Trennverfahren eignet sich bevorzugt zurTrennung von verschiedenen Nukleinsaurearten (Oligo- und 
Polynukleotide im Gro&enbereich von 30-50 000 Basen). Verunreinigungen wie Polysaccharide, Proteine und 
45 andere zellulare Substanzen werden schon bei niedrigen Salzkonzentrationen (bis ca. 0,3 M) von der statio- 
naren Phase eluiert. 

Nach einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform wird ein chromatographisches Tragermaterial auf 
Kieselgelbasis mit Anionenaustauschergruppen geschaffen, die durch Umsetzung nach demzuvor beschrie- 
benen Weg mit einem sekundaren Hydroxylamin erhalten werden. 

50 Wahrend bei Tragermaterial ien mit Anionenaustauschergruppen auf Kieselgelbasis nach dem Stand der 
Technik stets die Anwesenheit von hohen Konzentrationen an Wasserstoffbruckenbrechern wie Harnstoff oder 
Formamid erforderlich war, urn eine gute Abtrennung langkettiger RNS-Arten (mRNS, rRNS) von langkettigen 
einzel- Oder doppelstrangigen DNS-Arten (Phagen-DNS, Plasmid-DNS) zu erreichen, ist dieser Zusatz bei 
Verwendung von sekundaren Hydroxyalkylaminen zur Bildung der Austauschergruppen nicht erforderlich. 

55 Die geringere Viskositat der L6sung bewirkt eine bessere chromatographische AuflSsung und kurzere 

Trennzeiten. 

Oberdies kann ein harnstofffreier Puffer uber einen langeren Zeitraum hin verwendet werden, da Beein- 
trachtigungen durch Einflusse von Zersetzungsprodukten der Wasserstoffbruckenbrecher vermieden werden. 
Die Erf indung wird durch nachfolgende Beispiele veranschaulicht: 
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Beispiel 1: 

50 g Kieselgel einerspezifischen Oberflache von 10 m 2 /g und einem mittleren Porendurchmesservon 400 
5 nm werden 12 Stunden bei 170°C getrocknet, mit 300 ml getrocknetem Xylol, 15 ml Silan der Formel 

(CH 3 0) 3 = Si(CH 2 )3-0-CH2-CH-CH2-NH-CH 2 CH20H 



und 0,5 ml Butylamin als Katalysator versetzt, zwei Minuten lang mit Ultraschall behandelt und bei 130°C 3 
Stunden unter AusschluB von Luftfeuchtigkeit gehalten. Das modifizierte Kieselgel wird abfiltriert, mehrmals 
15 mit Methylenchlorid, Methanol/Wasser (1:1), Methanol und Methylenchlorid gewaschen und bei 105°C ge- 
trocknet. 

Beispiel 2: 

20 50 g getrocknetes Kieselgel einer spezif ischen Oberflache von 22 m 2 /g und einem mittleren Porendurch- 
messer von 100 nm werden mit 300 ml getrocknetem Xylol, 15 ml y -Glycidyloxipropyltrimethoxisilan und 0,5 
ml Dibutylzinndilaurat versetzt, 2 Minuten lang mit Ultraschall behandelt und 4 Stunden unter AusschluB von 
Luftfeuchtigkeit bei 125°C gehalten. Das modifizierte Kieselgel wird mehrmals mit Methylenchlorid, Methanol 
und Methylenchlorid gewaschen und bei 105°C getrocknet. 

25 Das Produkt wird anschlieBend mit 300 ml Tetrahydrofuran und 15 ml N-Methylaminoethanol versetzt und 16 
Stunden lang unter LuftfeuchtigkeitsausschluB gekocht. Das Produkt wird entsprechend Beispiel 1 gewaschen 
und getrocknet. 

Beispiel 3: 

30 

30 g Glycidylgruppen enthaltendes Harz (Polymertrager VA-Epoxy Biosynth R , Riedel-de Haen) werden 
mit 200 ml getrocknetem Tetrahydrofuran und 10 ml Diethanolamin versetzt und 16 Stunden lang unter Ruck- 
fluB und AusschluB von Luf tfeuchtigkeit gekocht und entsprechend Beispiel 1 gewaschen und getrocknet. 

35 Beispiel 4: 

50 g mit porosem Siliciumdioxid uberzogene Glaskugeln einer spezif ischen Oberflache von 10 m 2 /g wer- 
den wie in Beispiel 2 mity -Gycidyloxipropyltrimethoxisilan umgesetzt, gewaschen und getrocknet 
Das Produkt wird anschlieBend mit 300 ml getrockneten Tetrahydrofuran und 15 ml Aminoethanol versetzt und 
40 16 Stunden unter RuckfluB und AusschluB von Luftfeuchtigkeit gekocht und entsprechend Beispiel 1 gewa- 
schen und getrocknet. 

Beispiel 5: 

45 a) 0,07 g des erf indungsgemaB modif izierten Endproduktes aus Beispiel 1 wurden trocken in eine Stahl- 

saule (15x4 mm) gepackt und in einer HPLC Anlage auf das Bindungs- und Elutionsverhalten von Nu- 
kleinsauren untersucht 

Bei einem FluB von 1 mi/min, einer Detektorwellenlange von 265 nm wurden 5 uJ Nukleinsauregemisch 
(tRNS[E.coli] ,rRNS [E.coli] , dsDNS [calf thymus]) injiziert. Die Elution erfolgte mit einem linearen Gradi- 

50 enten von 100 % Eluent A (50 mM Tris/H 3 P0 4 , 20 % C 2 H 5 OH, 4 M Harnstoff, pH 7,0) auf 100 % Eluent B 

(50 mM Tris/H 3 P0 4 , 20 % C 2 H 6 OH, 4 M Harnstoff, 1,8 M KCI, pH 7,0) in 10 Minuten. 

Das erhaltene Chromatogramm ist in der rechten Halfte der Figur dargestellt. 
Eine deutliche Auftrennung der Gemischkomponenten ist zu erkennen. 
(Tris = Trishydroxymethylaminomethan) 

55 b) Vergleichsbeispiel: 

0,07 g Kieselgel, modif iziertgemSB EP-B-0 104 210 mit Diethylaminoethanol (gleiches Ausgangskieselgel 
wie unter Beispiel 5a) wurden ebenfalls trocken in eine Stahlsaule (15x4 mm) gepackt und in einer HPLC 
Anlage auf das Bindungs- und Elutionsverhalten von Nukleinsauren wie unter Beispiel 5a untersucht 
Das Ergebnis ist im linken Chromatogramm der Figur dargestellt, die Peakuberlagerung zeigt, daB es nicht 
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zu einer sauberen Auftrennung der Gemischkomponenten kommt. 
Esfolgteine Aufzahlung bevorzugter Ausfuhrungsformen der vorliegenden Erfjndung: 

5 

I . Chromatographisches Tragermaterial, dessen Hohlraume die ein- bis zwanzigfache GroSe der gro&ten 
Abmessung der zu trennenden Nukleinsauren aufweisen, welches dadurch erhaltlich ist, daR ein Aus- 
gangstragermaterial einer HohlraumgroRe von 10 bis 1000 nm, einer spezifischen Oberflache von 5 bis 
800 m 2 /g und einer KorngroRe von 3 bis 500 \im mit einem Silanisierungsreagenz umgesetzt wird, wobei 

10 das Silanisierungsreagenz mindestens eine bereits mit einem primaren oder sekundaren Hydroxialkylamin 

umgesetzte reaktive Gruppe aufweist 

oder eine mit einem Hydroxialkylamin umsetzbare reaktionsfahige Gruppe wie eine Epoxigruppe oder Ha- 
logen atome enthalt, die in einer weiteren Reaktionsstufe mit einem Hydroxialkylamin zur Reaktion ge- 
bracht wird. 

15 2. Chromatographisches Tragermaterial nach 1 , wobei das Grundtragermaterial Kieselgel, Aluminiumoxid, 

Titandioxid, poroses Glas oder Polymer harztrager ist. 

3. Chromatographisches Tragermaterial nach 1 oder 2, wobei das Grundtragermaterial eine PartikelgroRe 
zwischen 50 und 500 ^m aufweist 

4. Chromatographisches Tragermaterial nach 3, wobei das Grundtragermaterial ein makroporoses Kie- 
20 selgel einer PartikelgroRe zwischen 100 und 200 urn ist. 

5. Chromatographisches Tragermaterial nach 1 bis 4, wobei die mit dem Hydroxyalkylamin bereits umge- 
setzte oder reaktionsfahige Gruppe, die an das Silanisierungsreagenz gebunden oder darin eingefuhrt 
werden kann, die y -Glycidyloxypropylgruppe ist. 

6. Chromatographisches Tragermaterial nach 1 bis 5, wobei das eingefuhrte Hydroxialkylamin Aminoetha- 
25 nol, Diethanolamin oder N-Methylaminoethanol ist. 

7. Chromatographisches Tragermaterial nach 4, wobei das Grundtragermaterial Kieselgel ist, welches mit 
einem sekundaren Hydroxytamin modifiziert ist. 

8. Verfahren zur Trennung von Nukleinsauren unter Verwendung der chromatographischen Tragermate- 
rialien gemaR 1 bis 7, wobei die Elution unter Verwendung eines Salzkonzentrationsgradienten in einem 

30 Salzkonzentrationsbereich groRergleich 1 Mol/I durchgefuhrt wind. 

9. Verfahren zur Trennung von Nukleinsauren, wobei ein chromatographisches Tragermaterial gemaR 7 
verwendet wird, und dak zur Trennung keine Wasserstoffbruckenbrecher wie Harnstoff oder Formamid 
zugesetzt werden. 

10. Verfahren nach 8 oder 9, wobei Oligo- und Polynukleotide im GroRenbereich von 30 bis 50000 Basen 
35 getrennt werden. 

II. Verfahren nach 8 bis 10, wobei gleichzeitig Polysacharide, Proteine und niedermolekulare zellulare 
Substanzen bei Salzkonzentrationen bis zu 0,3 Mol/l eluiert werden. 



40 Patentanspruche 

1. Chromatographisches Tragermaterial, dessen Hohlraume die ein- bis zwanzigfache GroRe der groGten 
Abmessung der zu trennenden Nukleinsauren aufweisen, welches dadurch erhaltlich ist, da& ein Aus- 
g a ngstrager material einer HohlraumgroRe von 10 bis 1000 nm, einer spezifischen Oberflache von 5 bis 

45 800 m 2 /g und einer KorngrfiBe von 3 bis 500 \im mit einem Silanisierungsreagenz umgesetzt wird, 

wobei das Silanisierungsreagenz mindestens eine bereits mit einem primaren oder sekundaren 
Hydroxialkylamin umgesetzte reaktive Gruppe aufweist 

oder eine mit einem Hydroxialkylamin umsetzbare reaktionsfahige Gruppe wie eine Epoxigruppe oderHa- 
logenatome enthalt, die in einer weiteren Reaktionsstufe mit einem Hydroxialkylamin zur Reaktion ge- 
50 bracht wird, 

dadurch gekennzeichnet, daR das eingefuhrte Hydroxialkylamin Aminoethanol, Diethanolamin oder N- 
Methylaminoethanol ist. 

2. Chromatographisches Tragermaterial nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet da& das Grundtrager- 
55 material Kieselgel, Aluminiumoxid, Titandioxid, poroses Glas oder Polymerharztrager ist 

3. Chromatographisches Tragermaterial nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet , dak das Grund- 
tragermaterial eine Partikelgrolie zwischen 50 und 500 urn aufweist. 
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4. Chromatographisches Tragermaterial nach Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet , da& das Grundtrager- 
material ein makroporoses Kieselgel einer PartikelgroRe zwischen 100 und 200 u.m ist. 

5 5. Chromatographisches Tragermaterial nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet , dafc 
die mit dem Hydroxialkylamin bereits umgesetzte oder reaktionsfahige Gruppe, die an das Silanisierungs- 
reagenz gebunden oderdarin eingefuhrt werden kann, die y-Glycidyloxypropylgruppe ist. 

6. Verfahren zur Trennung von Nukleinsauren unter Verwendung der chromatographischen Tragermateria- 
1Q lien gemaR einem der Anspruche 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet , daR die Elution der Nukleinsaurege- 

mische innerhalb eines chromatographischen Vorgangs bei einer Salzkonzentrationserhohung um ca. 1 
Mol/I durchgefuhrt wird. 



15 



Verfahren zur Trennung von Nukleinsauren, dadurch gekennzeichnet , daR ein chromatographisches Tra- 
germaterial gemaR Anspruch 5 verwendet wird, und daR zur Trennung keine Wasserstoffbruckenbrecher 
wie Harnstoff oder Formamid zugesetzt werden. 

8. Verfahren nach Anspruch 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet , daR Oligo- und Polynukleotide im GroBen- 
bereich von 30 bis 50000 Basen getrennt werden. 

20 9. Verfahren nach einem der Anspruche 6 bis 8, dadurch gekennzeichnet , daft gleichzeitig Polysaccharide, 
Proteine und niedermolekulare zellulare Substanzen bei Salzkonzentrationen bis zu 0,3 Mol/I eluiert wer- 
den. 



25 Claims 

1. A chromatographic carrier having cavities that are one to twenty times larger than the largest dimension 
of the nucleic acids to be separated is obtained by reacting a base carrier material with cavities of 10 to 
1000 nm, a specific surface of 5 to 800 m 2 /g and a grain size of 3 to 500 um with a silylating reagent, the 

30 silylating reagent having at least one reactive group already reacted with a primary or secondary hydrox- 

yalkylamine, 

or comprising a reactive group capable of being reacted with a hydroxyalkylamine, such as an epoxide 
group or halogen atoms, which is reacted with a hydroxyalkylamine in a subsequent reaction stage, char- 
acterized in that the introduced hydroxyalkylamine is aminoethanol, diethanolamine or N-methylaminoe- 
35 thanol. 

2. The chromatographic carrier according to claim 1 characterized in that the base carrier material is silica 
gel, aluminum oxide, titanium dioxide, porous glass or polymer resin carrier. 

40 3. The chromatographic carrier according to claim 1 or 2 characterized in that the base carrier material has 
a particle size between 50 and 500 u.m. 

4. The chromatographic carrier according to claim 3 characterized in that the base carrier material is a mac- 
roporous silica gel having a particle size between 100 and 200 um. 

45 

5. The chromatographic carrier according to any one of claims 1 to 4 characterized in that the group already 
reacted with hydroxyalkylamine or capable of being reacted, which may be bonded to or introduced in the 
silylating reagent, is the y-glycidyloxypropyl-group. 

6. A method for separating nucleic acids using chromatographic carriers as defined in any one of claims 1 
50 to 5 characterized in that the elution of the nucleic acid mixtures during a chromatographic procedure is 

carried out at an increase of the salt concentration by approximately 1 mol/l. 

7. A method for the separation of nucleic acids characterized in that a chromatographic carrier according 
to claim 5 is used and that no agents capable of breaking hydrogen bridges, such as urea or formamide, 

55 are added for the separation. 

8. The method according to claim 6 or 7 characterized in that oligo- or polynucleotides in the order of 30 to 
50,000 bases are separated. 
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The method according to any one of claims 6 to 8 characterized in that polysaccharides, proteins and low- 
molecutar cellular substances are eluted simultaneously at salt concentrations of up to 0.3 mol/l. 



Revendications 

1. Materiau de support chromatographique dont les espaces vides represented de 1 a 20 fois la grandeur 
de la plus grande taille des acides nucleiques a separer, que Ton peut obtenir par la reaction d'un materiau 
10 de support de depart d'une grandeur des espaces creux de 10 a 1000 nm, d'une surface specif ique de 

5 a 800 rr^/g et d'un calibre des grains de 3 a 500 mym, avec un reactif de silanisation, 
ou le reactif de silanisation presente au moins un groupe reactif ayant deja reagi avec une hydroxyalky- 
lamine primaire ou secondaire, 

ou contient un groupe reactif susceptible de reagir avec une hydroxyalkylamine, comme un radical epoxy 
15 ou des atomes d'halogenes, que I'on fait reagir avec une hydroxyalkylamine au cours d'une etape de reac- 

tion supplemental, 

caracterise en ce que I'hydroxyalkylamine introduite est I'aminoethanol, !a diethanolamine, ou le N-me- 
thylaminoethanol. 

20 2. Materiau de support chromatographique suivant la revendication 1 , caracterise en ce que le materiau de 
support de base est un support en gel de silice, en oxyde d'aluminium, en dioxyde de titane, en verre 
poreux ou en une resine polymerique. 

3. Materiau de support chromatographique suivant la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que le materiau 
25 de support de base presente un calibre des particules de 50 a 500 mym. 

4. Materiau de support chromatographique suivant la revendication 3, caracterise en ce que le materiau de 
support de base est un gel de silice macroporeux d'un calibre des particules de 100 a 200 mym. 



30 



Materiau de support chromatographique suivant Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise 
en ce que le radical reactif ou ayant deja reagi avec I'hydroxyalkylamine, qui peut etre lie au reactif de 
silanisation, ou qui peut y &tre introduit, est le radical gamma-glycidyfoxypropyle. 



6. Precede de separation d'acides nucleiques, qui recourt a I'emploi de materiaux de supports chromato- 
graphiques suivant Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise en ce que Ton entreprend I'elu- 

35 tion des melanges d'acides nucleiques au cours d'un processus chromatographique avec une elevation 

de la concentration en sel d'environ 1 mole/litre. 

7. Procede de separation d'acides nucleiques, caracterise en ce que Ton utilise un materiau de support chro- 
matographique suivant la revendication 5 et en ce qu'en vue de la separation on n'ajoute pas d'agents 

40 brisant les ponts d'hydrogene, comme I'uree ou le formamide. 

8. Procede suivant la revendication 6 ou 7, caracterise en ce que I'on separe les oligonucleotides et les po- 
lynucleotides dans la plage des grandeurs de 30 a 50000 bases. 

^ 9. Procede suivant Tune quelconque des revendications 6 a 8, caracterise en ce que I'on 6lue simultanement 
polysaccharides, proteines et substances cellulaires de faible poids moleculaire a des concentrations en 
sel allant jusqu'a 0,3 mole/litre. 
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